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反相高效液相色谱!化学发光法测定复合维生素
片剂中的维生素"#和"$
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摘要：基于水溶性维生素在碱性介质中只有维生素9&（:9&）和维生素9!（:9!）可以被;%<=（>8）’直接氧化产生化
学发光的原理，建立了反相高效液相色谱（?@#A@B>）分离柱后化学发光检测:9&和:9!的新方法，并成功应用于
复合维生素9片剂中:9&和:9!的测定。该方法测定:9&，:9!的线性范围分别为&C"D&"E%"&C"F／B和&C"D
&"E%""C&F／B，检出限分别为!D&"E,F／B和*D&"E,F／B。对&C"D&"E!F／B:9&，:9!溶液连续&&次测定的相
对标准偏差分别为!C*G，"C$G。
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维生素9&（:9&，640/.0M=）、维生素9!（:9!，W0#
Y5X1/Z0M）是人们生活中必需的营养要素，是一些具
有调节和控制新陈代谢过程作用的生物活性物质，

是复合维生素的主要成分。:9&与糖代谢有密切关
系，缺乏时会使血、尿和神经组织中丙酮酸含量升高

和得脚气病。:9!的生理功能是作为辅酶，参与氧
化作用，缺乏时会使皮肤、眼睛与神经系统损伤。

化学发光分析法（>B）具有灵敏度高、线性范围
宽、仪器设备简单等优点，加上高效液相色谱

（A@B>）具有高效分离的特性，使得A@B>#>B法成
为一种有效的痕量及超痕量分析技术，越来越受到

人们的青睐［&"%］。:9&和:9!的化学发光分析已
有过报道［,"*］，但这些方法中往往存在相互干扰。

有人曾用A@B>法分离荧光检测:9&和:9!，但分
离前需萃取和酶解，操作繁冗［$］。到目前为止，未

见有采用 A@B>法分离化学发光法检测 :9&和
:9!的报道。研究发现，在8/HA碱性介质中，不
使用任何发光试剂，在所有水溶性维生素中只有

:9&和:9!能被;%<=（>8）’直接氧化产生化学发
光，据此，设计了用反相A@B>直接分离和化学发
光检测:9&和:9!的新方法。由于共存的多种其
他维生素均不干扰测定，本法成功地应用于复合维
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生素!片剂中"!#和"!$含量的测定。

! 实验部分

!"! 仪器与试剂
高效液相色谱化学发光检测系统如图#所示。

%&’()高效液相色谱仪（*+,-./01，2.3.4），5#$6型
手动进样器（$6!%）（上海科学仪器厂），7%’$恒流
泵（上海青浦沪西仪器厂），过滤器（大连江申分离科

学技术公司）。899%’:型流动注射化学发光仪（西
安瑞科电子有限公司），整个分析过程中的实验数据

采集及处理，均由 ;,4/<=>?@系统下899%’:软件
（西安瑞科电子有限公司）完成。

图! 高效液相色谱#化学发光检测系统示意图
$%&"! ’()*+,-%(.%,&/,+01)%&)2*/10/+,3(*4%56%.()/0+,-0#
&/,2)7#()*+%46+%3*8(*3(*（9:;<#<;）.*-*(-%03878-*+
.A-<B,CD3+.>D；BAEF9D（&G）(><C1H,<4；IAG.J7><C1H,<4；*A

>.-3CD><C1H,<4；;A=.>HDA
#AKDI,3K<I.H,4L31-3；$A,4MDIH<K；FA7N%&I<C1-4；OA3DK,’

>H.CH,I31-3；6AI+D-,C1-,4D>ID4IDPC<=IDCC；(A3+<H<-1CH,3C,DKH1BD
（NQR）；5A+,L+S<CH.LD>133CT；@AI<-31HDKA

甲醇（色谱纯）（9,>+DK公司）；"!#和"!$（生化
试剂，上海化学试剂厂）；铁氰化钾、无水硫酸钠和氢

氧化钠均为国产分析纯；水为去离子石英亚沸蒸馏

水。甲醇用UV6!-滤膜过滤，无水硫酸钠配成UV#
-<C／%水溶液过滤后使用。准确称量6UVU-L"!#，
加适量水溶解，然后定容于6U-%棕色容量瓶中，
即得#VUL／%的储备液。"!$储备液除需加适量

UVUU#-<C／%G.J7溶解外其余均按上述方法配
制。使用时用水逐级稀释至所需浓度。上述溶液配

制好后，贮存于OW冰箱内保存。

!"= 色谱条件

EK<-.>,C&#@柱（#6U--XOV(--,V/V，6!-）
（R+DGD>HYK<13公司，Z*)）。流动相：甲醇’UV#
-<C／%G.$*JO水溶液（体积比为$U[@U），经过滤、超
声脱气处理后使用。流速：#VU-%／-,4。进样量：

$U!%。柱温：F6W。

!"> 操作步骤
按图#所示连接各部件，将一根长为#UI-的

无色玻璃管（内径为$--，外径为FV6--）加工缠
绕成直径为UV@I-的平面螺旋管作为流通池并将

其放置在光电倍增管前面。开启仪器，使用恒流泵

分别将G.J7和EF9D（&G）(溶液以#V$-%／-,4的
流速泵入分析系统。待基线平稳后，用进样器将$U

!%的标准液（或样品溶液）注入色谱柱，经色谱柱分
离后与EF9D（&G）(碱性溶液混合，在流通池中产生
化学发光，记录色谱图，根据峰高进行定量分析。

= 结果与讨论

="! 化学发光反应及色谱分离条件的选择

="!"! 铁氰化钾浓度对化学发光强度的影响
在一定浓度范围内，随EF9D（&G）(浓度升高，

化学发光信号增强，在EF9D（&G）(浓度增大到一定
程度后，再增大其浓度，发光信号反而降低。这可能

是由于铁氰化钾本身有颜色，可以吸收光辐射。本

文以"!#（#VUX#U\$L／%）、"!$（#VUX#U\$L／%）
为例，在固定了流动相、碱浓度的条件下，考察了不

同浓度的EF9D（&G）(（U"#U\$-<C／%）对该化学发
光反应的影响。结果表明，当EF9D（&G）(的浓度为

$X#U\F-<C／%时，二者的发光强度最大。

="!"= 氢氧化钠浓度对化学发光强度的影响
实验表明，EF9D（&G）(只有在碱性介质中才能

氧化"!#和"!$产生化学发光。在一定浓度范围
内，随 G.J7 浓度升高，化学发光信号增强，但

G.J7浓度增大到一定程度后，再增大其浓度，发光
信号反而略有降低。本文在固定了"!#（#VUX#U\$

L／%）、"!$（#VUX#U\$L／%）、流动相和EF9D（&G）(
浓度的条件下，考察了不同浓度的G.J7（U"#VU
-<C／%）对该化学发光反应的影响。结果表明，

G.J7的浓度为UV6-<C／%时，发光信号最大，故

G.J7的浓度选择为UV6-<C／%。

="!"> 硫酸钠浓度对化学发光强度的影响
流动相中加入G.$*JO能有效改善"!#和"!$

的分离度［#U］。本文在固定了 "!#（#VUX#U\$

L／%），"!$（#VUX#U\$L／%），G.J7和EF9D（&G）(
浓度的条件下，考察了不同浓度的G.$*JO（U"#VU
-<C／%）对该化学发光反应的影响。结果表明，一定
浓度范围内，随G.$*JO浓度的改变，二者的化学发
光强度几乎不受影响。参考文献［#U］，选择G.$*JO
浓度为UV#-<C／%。

="!"? 化学发光反应载体流速的影响
在流动注射化学发光分析中，反应载体的流速

是影响化学发光强度的一个重要因素。在固定

7N%&流动相流速（#VU-%／-,4）及其他条件的情
况下，考察了EF9D（&G）(及G.J7的流速对该化学
发光反应的影响。结果表明，随着铁氰化钾及氢氧

化钠流速的增大，发光信号增大，增大到一定程度
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后，发光信号逐渐降低，反应载体流速选择为!"#
$%／$&’。

!"#"$ 反应混合管的设计方式
在其他条件一定的情况下，柱后洗脱液与化学

发光试剂混合后，化学发光强度与进入检测窗口的

混合管长度有关［!!］。在考察混合管长度与化学发

光强度的基础上，我们将柱后洗脱液与化学发光试

剂在!#()三通处汇合，并连接一透明螺旋玻璃管直
接置于检测窗口内，取得了满意的效果。

!"#"% 甲醇对化学发光信号的影响
甲醇对化学发光反应有一定的抑制作用，随

*+,-+含量增多，化学发光信号降低。兼顾灵敏度
和分离度的要求，本文选取体积比为#(./(的

*+,-+0("!$12／%34#5-6溶液为流动相。

!"! 色谱分离情况
在选定的上述实验条件下，得到78!和78#

的色谱图，如图#所示。

图! 维生素&#，&!混合标准品（’）及样品（(）的色谱图

)*+"! ,-./01234’53+2’4637’65’89’294*:5;2<37
=&#’89=&!（’）’896’4>?<（(）

表# 方法的线性参数（!9!!）
@’(?<# -’2’4<5<26372<+2<66*38<A;’5*38（!9!!）

5:;<=4’>?
%&’?4@@4’A?／
（A／%）

B?A@?<<&1’
?C:4=&1’

"

78! !(D,D!(D# #78!9/"/EF!(
,$GH"IE (JI/I!

!(D#D!(D! #78!9/"EHF!(
,$G!"(/ ("III,

!(D!D!"( #78!9/"E#F!(
,$G,",# (JII//

78# !(D,D!(D# #78#9!JE6F!(
,$G!J!# (JIII6

!(D#D!(D! #78#9!J6/F!(
,$G,JI! (JIIIH

#：&’=?’<&=K；$：>1’>?’=@4=&1’，A／%J

!"B 线性范围和检出限
在选定的实验条件下，78!和78#的浓度分别

在!"(F!(D,!!"(A／%和!"(F!(D,!("!A／%内
与发光强度成良好的线性关系。其标准曲线和部分

测定参数列于表!。根据LMNO*规定，测得方法的
检出限（,!）分别为#F!(D6A／%和/F!(D6A／%。对

!"(F!(D#A／%的78!和78#进行!!次测定，相对
标准偏差（B5P）为#"/Q及("IQ。

!"C 干扰分析
在选定实验条件下，对含!"(F!(D#A／%78!

和78#的标准溶液进行了干扰研究，以误差小于

HQ为标准，!(((倍浓度的34G，RG，*2D，3-,D，

5-#D6 ，*4#G，SA#G，T’#G、葡萄糖、淀粉和#((倍浓
度的78U，78!#、烟酰胺、右旋泛酸钙以及H(倍浓度
的7>、叶酸和!(倍浓度的7O，7P，7V，LD不干扰
测定。

!"$ 样品分析
在选定的实验条件下，取#(片复合维生素8

片剂及单片剂，准确称量后，研细、混匀，称取质量相

当于!片的研细粉末，用水溶解、过滤后，定容于H(
$%棕色容量瓶中。按照图!所示进行样品分析，
分析结果见表#。

表! 样品测定结果（测定值／标示值（D#EEF））（!9H）
@’(?<! G<6;?56379<5<24*8’5*3837=&5’(?<56
［73;89（4+）／?’(<?<9（4+）D#EEF］（!9H） Q

54$W2?;4=>X31J 78! 78#
B5P

78! 78#
(!(IE, IIJ, !(#JH !J#! !J/,
I,(## !(!JH IIJ/ #J(# !J!H
I,(/(# !(UJ! I,J# #J,/ #JUE
(!(/(U IUJE I/JH !JH! (JI/
((!#!# IHJ/ D (JIE !J/H
II(,(! D !(#J6 !J#H !J,#
3Y(EIU( IIJ/ !(!J# !J(, #J(/
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